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Zoznam použitých skratiek 
IH    intimal hyperplasia 
SMC    smooth muscle cell 
MDGF    macrophage derived growth factor 
Cdk1    cyclin-dependent kinase 1 
siRNA    small interfering RNA 
ePTFE    expanded polytetrafluoroethylene 
PTA    percutaneous transluminal angioplasty 
CDK    cyclin-dependent kinase  
RNA    ribonucleic acid 
DNA    deoxyribonucleic acid 
miRNA   microRNA 
mRNA    messenger RNA 
IHC    immunohistochemistry 
GADPH    glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
MARCKS    myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate 
PCR    polymerase chain reaction 
ICAM1    inter-cellular adhesion molecule 1 
VCAM1    vascular cell adhesion molecule 1 
CDH11    cadherin 11 
MMP-2   matrix metalloproteinase 2 
MMP-9   matrix metalloproteinase 9 
TSP-1     thrombospondin 1 
TGF-β    transforming growth factor β 
CD36    cluster of differentiation 36 
CD47    cluster of differentiation 47 
FN    fibronectin
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Úvod  
Tému diplomovej práce Intimálna hyperplázia a siRNA silencing som si 
zvolil na základe môjho dlhodobého záujmu o odbor cievnej chirurgie. Je to 
špecializovaný odbor, ktorého náplňou je liečba ochorení cievneho systému 
použitím farmakoterapie, minimálne invazívnych katétrových metód 
a chirurgickej rekonštrukcie.  
V ľudskom tele sa nachádzajú tri typy ciev – artérie, vény a lymfatické 
cievy. Medzi ich najčastejšie ochorenia patria ateroskleróza, arteriálne aneuryzmy, 
akútna arteriálna trombóza, hlboká žilná trombóza, tromboflebitída, varixy, žilné 
malformácie a lymfedém. Ateroskleróza je degeneratívne ochorenie tepien, 
charakterizované ložiskovou tvorbou väzivových plátov.Vo vyspelých krajinách 
Európy a Severnej Ameriky je dnes ateroskleróza najčastejšou príčinou smrti. Má 
na svedomí takmer 50% všetkých úmrtí pričom v 20-25% ide o samotnú sklerózu 
koronárnych artérií srdca.1 Ešte počiatkom minulého storočia išlo o ochorenie 
pomerne vzácne. Vo vyspelých krajinách ale jej výskyt začal prudko stúpať  
a ateroskleróza sa postupne stala najhoršou epidémiou dvadsiateho storočia. 
V Českej republike, ale i ostatných postkomunistických krajinách Európy, 
incidencia stále stúpa a Česká republika dnes – bohužiaľ – patrí v úmrtnosti na 
aterosklerózu a jej komplikácie na popredné miesta na svete.1  
V stredných a menších tepnách spôsobuje ateroskleróza zúženie 
vnútorného priemeru, ktoré môže zapríčiniť závažné zníženie krvného prietoku, 
a tak spôsobiť orgánovú dysfunkciu. Jednou z chirurgických možností liečby na 
zachovanie alebo obnovenie tkanivovej perfúzie je preklenutie porušeného úseku 
cievy bypassom (spojkou). Celosvetový prieskum koronárnych revaskularizácií 
ukázal, že v roku 1995 bolo 583 000 pacientom implantovaný  koronárny bypass.2 
Metódou prvej voľby na preklenutie postihnutého úseku je použitie 
autológnej artérie. Ak táto nie je dostupná, používajú sa autológne vény 
s podobným priemerom, aký má recipientná artéria.3 Bohužiaľ, ako odborná 
literatúra uvádza, až polovica správne implantovaných žilových štepov je funkčná 
iba po dobu 5-10 rokov.4 V prácach skúmajúcich príčiny tohto nepriaznivého 
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vývoja došli k záveru, že v období po operácii žilové a syntetické štepy zvyčajne 
zlyhajú kvôli vzniku intimálnej hyperplázie.3,5,6  
Je zrejmé, že rozvoj intimálnej hyperplázie má závažný negatívny vplyv na 
dlhodobo udržateľný zdravotný stav pacientov po rekonštrukčných cievnych 
operáciách. Uzáver použitej cievnej spojky môže viesť k opakovaným 
hospitalizáciám a často je nutná aj reoperácia, či iný terapeutický zákrok, čo 
zaťažuje obmedzené prostriedky, ktorými zdravotníctvo disponuje. Preto by mali 
mať štúdie a vedecké experimenty, venujúce sa možnostiam prevencie intimálnej 
hyperplázie,  náležitú podporu. 
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1. Teoretická časť 
 
1.1 Intimálna hyperplázia 
Intimálna hyperplázia (IH) je definovaná ako abnormálna migrácia a 
proliferácia buniek hladkého svalu, ktorá je spojená s ukladaním extracelulárneho 
matrix do intimy žilového štepu alebo s tvorbou neointimy v syntetickom štepe.3  
Tento patologický fenomén bol v odbornej publikácii prvýkrát popísaný už 
v roku 1906. Niekoľko dní po implantácií žilného štepu do arteriálnej cirkulácie 
Carrel a Guthrie vlastným okom pozorovali, že stehy na anastomóze boli pokryté 
žiariacou hmotou, podobnou normálnemu endothelu.7  
IH bola postupom času spozorovaná po rôznych invazívnych zákrokoch 
v oblasti kardiovaskulárneho aparátu. Mnohí ju dokonca považujú za nešpecifickú 
odpoveď cievnej steny na mechanické poškodenie, a tak nás neprekvapí jej výskyt 
napríklad po angioplastikách, endarterektomiách, ako aj v arteriovenóznych 
fistulách určených na hemodialýzu.  
 
1.1.1 Patogenéza 
Detailný mechanizmus vzniku ložiska IH nie je známy. Zdá sa, že dôležitú 
rolu pri vzniku IH má migrácia a proliferácia buniek hladkého svalu (SMC). Ako 
migrácia, tak aj proliferácia sú spustené rastovými faktormi. V tomto momente sú 
za patofyziologické spúšťače vzniku IH v žilových aj syntetických štepoch, 
považované peroperačné poškodenie (mikrotrauma), zápal a hemodynamické 
faktory.    
 
Mikrotrauma 
Mikrotrauma je poškodenie tkanív, SMC a endotelu pôsobením 
mechanických síl počas operácie alebo iného invazívneho terapeutického zásahu. 
Zdrojom takéhoto poškodenia sú často aj použité operačné nástroje. Napríklad pri 
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odbere žilového štepu môže byť ďalšou možnou príčinou mikrotraumatizácie 
zvýšenie intraluminálneho tlaku v odobranom štepe za účelom rutinnej kontroly 
tesnosti ligatúr. Samotná chirurgická tvorba anastomózy vyžaduje použitie šicieho 
materiálu, ktorý poškodzuje cievnu stenu vo všetkých jej vrstvách. Takto 
dochádza ku poškodeniu ako recipientnej artérie, tak aj použitého cievneho štepu 
(véna, artéria). Pri situácii, keď implantujeme venózny štep, sa tento stane 
súčasťou vysokotlakového arteriálneho riečiska. Použitá žila je vystavená 
vysokému tlaku, ktorý spôsobuje ďalšie poškodenie endoteliálnych buniek. Aj tu 
môžeme hľadať možnú príčinu včasných bunečných zmien žilného štepu v prvých 
momentoch po operačnej implantácií. Bezprostredne po týchto udalostiach 
nasleduje adhézia cirkulujúcich trombocytov a leukocytov na luminálny povrch 
cievy. Dochádza k ich aktivácii a bunky následne produkujú a uvoľňujú do svojho 
okolia niektoré protrombotické faktory. Príkladom sú vonWillebrandov faktor a 
niektoré rastové faktory ako MDGF (macrophage derived growth factor). Týmto 
spôsobom môžu trombocyty a leukocyty prispievať aj ku tvorbe včasnej 
trombózy, ktorá je najčastejšou príčinou akútneho zlyhania bypassu. Dôležité je, 
že strata antiagregačných vlastností je spojená aj s čiastočnou stratou schopnosti 
regulovať bunkové delenie. Takýmto spôsobom pozmenené endotelové bunky 
majú zníženú schopnosť tvorby antiproliferatívnych faktorov, ako sú napríklad 
heparansulfáty, oxid dusnatý a prostacyklin. Výrazne pozmenené fyziologické 
pomery v cievnej stene sú ďalej narušované uvoľňovaním rastových faktorov 
z SMC.8,9  
 
Zápal 
Zápal je príznačný súbor javov, ktoré boli popísané z mnohých hľadísk, 
predovšetkým imunobiologických, chemických, a genetických. Definícia zápalu 
však doposiaľ nebola uspokojivo a dostatočne spresnená. Nám zatiaľ postačí 
didaktická schéma ktorá uvádza, že zápal je základným ustáleným typom reakcie 
vyšších organizmov, ktorou sa prispôsobujú na poruchám rovnováhy, vyvolaných 
zásahom rôznych škodlivín.10 
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Na tvorbe IH sa s najväčšou pravdepodobnosťou podieľa zápal 
reparatívneho charakteru, ktorý je obvykle vyvolaný neživými príčinami – 
aseptický zápal. Za jeho hlavnú úlohu môžeme považovať reparáciu zmien, ktoré 
často vznikli jednorazovým zásahom. Tak, ako u iných typov zápalu, aj u jeho 
aseptickej formy je jeho najdôležitejšou funkciou zabezpečenie prísunu 
aktivovaných leukocytov.11  
Aktivované leukocyty môžu prispievať k vzniku IH hneď niekoľkými 
mechanizmami. Uvoľňujú rastové faktory, ktoré stimulujú proliferáciu SMC, 
uvoľňujú lyzozomálne enzýmy, ktoré majú schopnosť degradovať extracelulárnu 
matrix, a to aj vrátane bazálnej membrány. Porušenie bazálnej membrány 
umožňuje pohyb aktivovaných SMC do intimy. Rozsah poškodenia cievnej steny 
spôsobený aktivovanými leukocytmi je umocnený uvoľnením nekyslíkových 
radikálov. Tie majú veľkú schopnosť odstrániť aj posledné zostávajúce 
protektívne endoteliálne bunky. 
 
Hemodynamika  
  Hemodynamika je dôležitou súčasťou správne fungujúceho 
kardiovaskulárneho systému. Je mnoho faktorov, ktoré ju ovplyvňujú a niektoré 
z nich majú komplexný charakter. Ako príklad si môžeme uviesť CO, objem 
cirkulujúcej krvi, respiráciu, priemer cievy ako aj jej odpor a viskozitu krvi. 
Niektoré z nich môžu byť ovplyvňované napr. spôsobom stravovania, 
pravidelným cvičením, celotelovými ochoreniami, liekmi, nadváhou alebo 
obezitou.  
Porušená hemodynamika však patrí aj medzi jednu z možných príčin 
vzniku IH. Znížený prietok krvi býva uvádzaný ako dôležitý spúšťač rozvoja IH v 
žilových štepoch. Zmena  rýchlosti krvného toku, svetlého priemeru cievy, ako aj 
hydrodynamického tlaku ovplyvňuje veľkosť a charakter sily pôsobiacej na 
cievnu stenu. Niektoré z týchto faktorov sa podieľajú na určovaní dĺžky adhézie 
krvných elementov na luminálny povrch použitej cievnej spojky. Uvoľnenie 
mitogénnych faktorov z adherovaných krvných doštičiek a aktivovaných 
leukocytov môže byť ďalším stimulom pre proliferáciu SMC. Podobné procesy 
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boli popísané aj v cievnych protézach, kde nízky prietok a hemodynamické 
faktory sú predpokladanou príčinou vzniku a rozvoja IH.12  
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1.1.2 Najnovšie trendy v prevencií IH 
Väčšina pacientov trpiacich na komplikácie IH by najradšej neochorela 
a keby sa nemohli tomuto ochoreniu vyhnúť, boli by radi, keby ich ochorenie bolo 
včas podchytené a liečené tak, aby ich čo najmenej poškodilo. Aby sme mohli 
dosiahnuť tento ciel, treba u pacientov, ktorí ešte nemajú príznaky ochorenia IH, 
uskutočniť množstvo opatrení a zamedziť vzniku ochorenia, alebo docieliť jeho 
včasné podchytenie.13  
Systematický a jednotný prístup k prevencii vzniku IH žiaľ stále 
neexistuje. Nasledujúci text je prehľadom výsledkov preventívne zameraných 
štúdií, doplnených o najnovšie trendy v tejto oblasti. Dôraz bol kladený na IH 
vyskytujúcu sa v cievnych protézach, žilových a arteriálnych štepoch. 
  
Žilové štepy 
Žilové štepy sú veľmi často používaným materiálom na preklenutie 
stenotického úseku, a to ako v cievnej chirurgii, tak i kardiochirurgii. Stena žily je 
však veľmi náchylná na vznik intimálnej hyperplázie. Jej vznik je často závislý od 
predoperačných, peroperačných a postoperačných rizikových faktorov. Tu sa 
otvára priestor pre možné preventívne pôsobenie. Bolo preukázané, že ak 
vyjmeme žilový štep z arteriálnej cirkulácie a implantujeme ho späť do žilového 
obehu, zníži sa rozsah postihnutia IH.14  
Takáto pozitívna zmena však nastane iba vtedy, ak nebol žilový štep 
súčasťou arteriálneho riečiska dlhšie ako dva týždne po vykonaní operácie. Táto 
informácia je dôležitá pre pochopenie, že úspešná stratégia na úplné obmedzenie 
a teda úspešnú primárnu prevenciu IH, musia začať práve počas týchto dvoch 
týždňov. Ako sme už uviedli vyššie, jednou z predpokladaných príčin vzniku IH 
je pôsobenie mechanických faktorov na cievnu stenu počas operácie. Rozvoj 
nových, preventívne orientovaných operačných techník, ako je napríklad 
minimálne invazívny odber vény, znižuje poškodenie počas chirurgickej 
manipulácie. Ďalšou možnosťou, ako ochrániť integritu a nepoškodenosť žilového 
štepu, je použitie vhodného uschovávacieho média. Ako vhodný roztok sa uvádza 
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fyziologický pufrovací roztok, ktorý obsahuje papaverin, alebo Hanksov 
vyvážený roztok sodíkovej  soli  modifikovaný glutatiónom, kyselinou 
askorbovou a L-arginínom.15  
 Ďalší, na hemodynamických modeloch založený, preventívny prístup nám 
ponúka jedna štúdia z roku 2007. Autori použili externé stenty, ktoré zvonku 
obopínali implantovaný žilový štep. Tým zabezpečili lepšiu odolnosť žilového 
štepu proti mechanickej námahe, ktorá je predpokladaným rizikovým faktorom 
rozvoja IH. Autorom sa podarilo preukázať, že vonkajšie stenty signifikantne 
znižujú hrúbku IH.16 Metóda zatiaľ nie je používaná v bežnej klinickej praxi a jej 
úspešnosť je obmedzená iba na IH vznikajúcu v žilových štepoch.  
K povzbudivým výsledkom viedla preventívna metóda založená na 
jednorazovom preimplantačnom ožiarení žilového štepu dávkou 14 Gy (gray). 
Ako zdroj žiarenia bol použitý kobalt 60Co. 6 týždňov po operácií boli žilové 
štepy explantované a podstúpené histomorfometrickej analýze. Tá preukázala 
signifikanté zníženie hrúbky IH oproti kontrolám.17 Proti nasadeniu tejto metódy 
prevencie IH hovorí hlavne obmedzená dostupnosť kobaltových žiaričov 
a nutnosť splňovať všetky predpisy a normy viazané na manipuláciu so zdrojmi 
rádioaktivity. 
Niektorým vedeckým tímom sa podarilo úspešne obmedziť progresiu IH 
v žilových štepoch pomocou lokálne podávaných účinných látok. Tento výhodný 
spôsob podávania liečiva je umožnený v priebehu operácie, po odobraní vény zo 
svojej pôvodnej anatomickej polohy. Zmyslom lokálnej terapie je zabezpečiť 
vysoké koncentrácie účinnej látky bez nežiaducich systémových účinkov. 
Nasledujúci text ponúka prístupy k prevencii IH založené práve na lokálnom 
podávaní účinných látok. 
Stratégie postavené na týchto princípoch boli zamerané na kontrolu 
ochorenia pomocou blokády bunkového cyklu alebo dopravením genetického 
materiálu do buniek cievy. V roku 1995 bola publikovaná prvá štúdia, kde bola 
použitá génová terapia na prevenciu vzniku IH na zajačom modeli. 
Boli použité antisense oligodeoxynukleotidy na blokovanie expresie génov 
kódujúcich dva regulačné proteíny bunkového cyklu – nukleárny antigén 
proliferujúcej bunky (proliferating cell nuclear antigen) a Cdk1 (cyklin-
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dependentná kináza 1).  Táto štúdia ukázala veľmi sľubné výsledky. Po 
implantovaní žilového štepu vznikla hypertrofia médie, ktorá je pravdepodobne 
reakciou na arterializáciu žilového štepu. Vznik intimálnej hyperplázie však nebol 
zaznamenaný.18 Napriek týmto dobrým výsledkom sa zatiaľ autori nepokúsili 
implementovať túto metódu do klinickej praxe. 
Ďalším možným preventívnym prístupom genetického inžinierstva je 
ovplyvnenie enzýmovej výbavy buniek cievnej steny za účelom tlmiť proliferáciu 
SMC. Príkladom takéhoto enzýmu by mohla byť ľudská inducibilná syntetáza 
oxidu dusnatého. Transfer génu pre ľudskú inducibilnú syntetázu vedie 
k nadprodukcii oxidu dusnatého. Produkcia oxidu dusnatého inducibilnou 
syntetázou oxidu dusnatého inkorporovanej v bunkách žilového štepu na 
prasačom modeli vedie k inhibícii profilerácie SMC a IH.19 Tieto zaujímavé 
výsledky dokumentujú dôležitosť molekúl NO v patogenéze IH a poukazujú na 
možnosti, ktoré v sebe skrýva použitie genetickej intervencie v klinickej praxi. 
Medzi novinky molekulárno-biologickej prevencie patria prístupy 
založené na molekulách siRNA (malá interferujúca ribonukleová kyselina). 
Molekuly siRNA majú schopnosť po lokálnom podaní na určitý časový interval 
tlmiť expresiu konkrétneho génu. Pre ich úspešné použitie na prevenciu IH je 
nutné identifikovať gény hrajúce kľúčovú rolu v patogenéze tohto procesu. 
Problematike siRNA je venovaná celá samostatná kapitola v tejto práci. 
 
Syntetické cievne protézy 
  Použitie žilových štepov, o ktorých sme písali v predchádzajúcom texte, je 
vhodné pri chirurgickej rekonštrukcii tepien malého priemeru. Jednou z nevýhod 
použitia žilových štepov môže byť ich poškodenie chorobným procesom, 
trombózou, varikóznou degeneráciou, čo ich diskvalifikuje z použitia na cievnu 
rekonštrukciu. Pri opakovaných rekonštrukciách, môže vzniknúť situácia, že cievy 
vhodné na premostenie už boli použité. V týchto prípadoch sa ako najvýhodnejšie 
javí použitie syntetických cievnych protéz. Dlhodobá úspešnosť syntetických 
cievnych protéz s priemerom menším než 6 mm je veľmi neuspokojivá a so 
zmenšujúcim sa priemerom sa ešte ďalej znižuje.20,21 Je mnoho príčin, ktoré môžu 
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spôsobiť zlyhanie syntetickej cievnej protézy. Z krátkodobého hľadiska ide 
predovšetkým o trombózu v priebehu protézy, nesprávny operačný postup, 
techniku, výber cievnej protézy  a o infekcie implantátu.  
Z dlhodobého hľadiska však zotrváva na prvom mieste medzi príčinami 
zlyhania syntetickej cievnej protézy intimálna hyperplázia. Najčastejšie používané 
cievne protézy sú z materiálu, ktorý nazývame expandovaný polytetrafluoroetylén 
(ePTFE). Táto syntetická látka neobsahuje žiadne živé bunky a zdrojom 
intimálnej hyperplázie je v tomto prípade miesto anastomózy, kde dôjde 
k aktivácii buniek cievnej steny, a tie sa postupne šíria aj na implantát. Preto sa 
často o tomto procese hovorí ako o anastomotickej IH. 
Protézy z ePTFE sa často používajú na rekonštrukčné zákroky na tepnách 
malého priemeru v končatinovej lokalizácii a ako arterio-venózne fistuly. Ide teda 
o jeden z najpoužívanejších spôsobov premostenia. Prítomnosť syntetického 
materiálu, ako je ePTFE, môže indukovať produkciu rastových faktorov, ktoré sú 
dôležité pre vznik a rozvoj intimálnej hyperplázie.  
V snahe zlepšiť dlhodobú úspešnosť protéz s malým priemerom boli 
vyvinuté nové preventívne prístupy, ako je nasadenie endotelových buniek na 
syntetické cievne protézy, alebo tvorba krvných ciev z biologicky rozložiteľných 
polymérov. Nasadzovanie endotelových buniek do ePTFE protéz je už dlho 
predmetom usilovného výskumu. Pred samotnou premosťujúcou rekonštrukčnou 
operáciou sú získané podkožné cievy za účelom zberu autentických pacientových 
endoteliálnych buniek. Endoteliálne bunky sú potom prenesené do in vitro 
bunkovej kultúry za účelom získania dostatočného množstva buniek na pokrytie 
luminálnej steny cievnej protézy. Endoteliálne bunky sú následne nasadené na 
dopredu pripravený povrch luminálnej steny syntetickej protézy a nechajú sa 
prichytiť na povrchu.22 Výsledky posledných klinických štúdií, pri ktorých bola 
použitá preventívna metodika zasadzovania endotelových buniek za účelom 
zvýšenia funkčnej životnosti ePTFE protéz, sú nádejné. Kumulatívna funkčná 
životnosť takto upravených femoropopliteálnych ePTFE protéz je po 9 rokoch 65-
percentná. Naproti tomu, kumulatívna funkčná životnosť u femoropopliteálnych 
ePTFE protéz bez akejkoľvek úpravy je po 9 rokoch iba 16-percetná.23 Excelentné 
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výsledky, až 90,5 %, boli dosiahnuté pri nasadení endotélií na v priemere 
štvormilimetrové ePTFE  cievne protézy pri bypassoch koronárnych artérií.24  
Ide teda o veľmi účinný spôsob prevencie IH. Vysoká úspešnosť je však 
trochu zatienená vysokou časovou náročnosťou preventívneho postupu, ako aj 
potrebou vybavenia na prácu s bunkovými kultúrami.  
Ukazuje sa, že preventívny účinok na vznik IH by mohli mať aj niektoré 
modifikácie bežne užívaných operačných techník v cievnej chirurgii. Ako príklad 
si môžeme uviesť použitie distálneho arteriálneho interpozičného segmentu u 
implantácií PTFE protéz. Zmysel použitia inerpozičných arteriálnych segmentov 
videli autori práce v  preklenutí rozdielu poddajnosti použitej protézy 
a recipientnej artérie. Štúdia preukázala signifikantné zvýšenie dĺžky funkčnej 
životnosti implantovanej cievnej protézy.25  
Inou efektívnou preventívnou metódou IH je použitie vnútrocievneho 
ožiarenia, brachyterapie. Účinok gamma žiarenia (12 Gy) za použitia irídia 192 Ir 
bola preukázaná v mieste anastomózy PTFE protézy a žily v arterio-venóznej 
fistuli (často používaná u hemodialyzovaných pacientov). Štúdia preukázala 50% 
zníženie rizika restenózy v čase 6 týždňov po ožiarení oproti kontrolám. Úroveň 
rozvoja IH bola nižšia a plocha lumen väčšia po použití brachyterapie oproti 
kontrolám.26 Výhodou tejto metódy je, že nemá nežiadúce systémové účinky. 
 
Arteriálne štepy a IH v arteriálnej lokalizácií 
Použitie arteria mammaria interna na premostenie stenózy koronárnej 
artérie má oveľa dlhšiu funkčnú životnosť, ako požitie žilového štepu. Schopnosť 
arteriálneho štepu produkovať molekuly oxidu dusnatého čiastočne vysvetľuje 
veľmi nízky výskyt a rozvoj intimálnej hyperplázie v tomto type materiálu. Horšie 
výsledky sú dosahované po invazívnych zákrokoch ako PTA (perkutánna 
transluminálna angioplastika), alebo osadení stentu v arteriálnej lokalizácií. 
V týchto prípadoch je IH najčastejšou príčinou neskorej restenózy a jej prevencia 
je teda veľmi dôležitá. Pripomeňme si, že PTA, ako aj stentovanie koronárnych 
artérií, sú bežne používane techniky u pacientov postihnutých infarktom 
myokardu.  
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Už dlhšiu dobu je predmetom skúmania prevencie IH použitie liečiv na 
limitovanie rozvoja tohto ochorenia. Na začiatku tohto procesu bolo vytipovaných 
hneď niekoľko potenciálne vhodných preparátov. Ako príklad uvádzame 
Paclitaxel a Sirolimus.  
Paclitaxel je používaný ako chemoterapeutikum u nádorových ochorení. 
Jeho mechanizmus účinku je založený na stabilizácií mikrotubulov. V roku 2001 
sa ukázalo, že Paclitaxel in vitro inhibuje proliferáciu a migráciu SMC. Podobný 
účinok bol pozorovaný aj na myšacom experimentálnom modeli. Liečivo malo 
preventívny účinok na vznik IH v niekoľkých rôznych anatomických 
lokalizáciách, vrátane koronárneho riečiska.27 Paclitaxel však okrem pozitívneho 
preventívneho účinku na rozvoj IH zvyšuje riziko náhlej arteriálnej trombózy. 
Trombóza je pravdepodobne dôsledkom neúplnej regenerácie intimy. Paclitaxel 
sa preto pravdepodobne nebude používať na prevenciu IH. 
Sirolimus je makrolidové antibiotikum, ktoré ale má aj imunosupresívny 
účinok. Ukázalo sa, že inhibuje proliferáciu a migráciu SMC, a to nepriamo, 
predchádzaním zníženia množstva p27kip1, ktorý je inhibítorom CDK (cyklín-
dependentná kináza). Klinické skúšky menšieho rozsahu preukázali pozitívny 
účinok Sirolimu uvoľňovaného z implantovaných stentov na IH v koronárnej 
lokalizácií. U žiadneho z pacientov, pri použití takto upravených stentov, nedošlo 
k rozvoju viac ako 50% restenózy. Neboli ohlásené žiadne komplikácie použitej 
preventívnej metódy.28 Je nutné zdôrazniť, že pri systémovom podávaní Sirolimu 
vznikali nežiadúce účinky a nebol preukázaný žiaden preventívny efekt.29 
Sirolimus tak bude pravdepodobne používaný len ako farmakologická zložka do 
stentov. 
Zápal a aktivácia koagulačného procesu môžu byť dôležitým faktorom pri 
rozvoji restenózy zapríčinenej IH. Nedávno bolo preukázané, že P-selektín 
sprostredkuje interakciu medzi leukocytmi a endotelom, ako aj medzi leukocytmi 
a trombocytmi. Tieto interakcie sú sprostredkované P-selektínom viažúcim sa na 
P-selektínový glykoproteinový ligand-1, ktorý je lokalizovaný na povrchu 
leukocytov. Pri preventívnom intravenóznom podaní rPSGL-Ig (recombinant 
soluble P-selectin glycoprotein ligand-immunoglobulin) pred dilatačnou 
balónikovou angioplastikou boli namerané nasledujúce údaje: signifikantné 
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zväčšenie luminálnej plochy oproti kontrolám a signifikantná redukcia hrúbky 
IH.30 Preventívne intravenózne podanie protilátok je tak ďalšou možnou cestou, 
ktorou sa môžeme uberať pri snahe predísť vzniku IH. 
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1.2 Intimálna hyperplázia a siRNA silencing  
Pri skúmaní a hľadaní látok vhodných na prevenciu IH sa veľká nádej 
vkladala aj do najnovších metód a technológií. Dramatické pokroky v genetike 
a molekulárnej biológií, ako aj neustále narastajúca objasnenosť molekulárnej 
podstaty cievnych ochorení, pripravila vhodnú pôdu pre genetickú intervenciu. 
Ako príklad si môžeme uviesť génovú terapiu. V poslednom desaťročí sme boli 
svedkami rozšírenia použitia genetických prístupov na zvieracích modeloch pre 
aterosklerózu, IH a angiogenézu. Hoci monogénne ochorenia (napr. familiárna 
hypercholesterolémia) sa javia ako najprirodzenejšie ciele pre génovú terapiu 
a prevenciu, pozmenené vzorce génovej expresie dokumentované aj u iných 
ochorení nám ponúkajú rozšírenie génovej intervencie i na patogeneticky 
zložitejšie ochorenia. Genetické intervencie možno pomerne široko zadefinovať 
ako terapeutické a preventívne postupy, ktorých cieľom je ovplyvniť genetický 
obsah alebo génovú expresiu v cieľovom tkanive. Sem patria aj postupy ktorých 
cieľom je inhibovať alebo regulovať endogénnu génovú expresiu. Spoločnou 
charakteristikou týchto prístupov je použitie genetického materiálu – špecifických 
sekvencií RNA (ribonukleová kyselina) alebo DNA (deoxyribonukleová 
kyselina). Tieto molekuly ovplyvňujú prirodzený mechanizmus génovej expresie, 
a tým dosahujú požadovaný efekt. Niektoré stratégie génovej inhibície sú veľmi 
lákavé, a to hlavne preto, že malé syntetické oligodeoxyribonukleotidy / 
oligoribonukleotidy môžu byť podané do cieľových buniek a tkanív s vysokou 
efektivitou a pritom nevyžadujú špecifické vírové alebo nevírové vektory. Jednou 
z molekúl týchto vlastností je siRNA.31  
  siRNA je jednou zo súčastí systému nazývaného RNA interferencia. Tento 
systém sa nachádza vo všetkých žijúcich eukaryotických bunkách a podieľa sa na 
určovaní aktivity génov. Existujú dva typy malých RNA molekúl, ktoré hrajú 
dôležitú úlohu v RNA interferencii. Ide o mikroRNA (miRNA) a malú 
interferujúcu RNA (siRNA). Molekuly RNA sú priamymi produktami génov 
a siRNA sa môže viazať na ich špecifickú sekvenciu, a tým zvyšovať alebo 
znižovať ich aktivitu. Napríklad môžu zabrániť translácii mRNA, a tým vzniku 
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funkčného proteínu. RNA interferencia má dôležitú úlohu pri obrane buniek proti 
parazitickým génom – vírusom a transpozónom.32  
Ako sme už spomínali vyššie, objav siRNA so sebou priniesol aj obrovské 
nadšenie, a to práve vďaka jeho veľkému potenciálu pre terapeutické 
a preventívne využitie. Prináša novú nádej na liečbu a prevenciu doteraz len 
veľmi ťažko ovplyvniteľných chorôb. Ako príklad si môžeme uviesť chronické 
vírové infekcie ako hepatitída C a HIV / AIDS, alebo neurodegeneratívne 
ochorenia ako spinocerebelárna ataxia alebo neuropatická bolesť. Ochorenia 
kardiovaskulárneho aparátu sú tiež lákavým objektom takéhoto výskumu.33 
Mnohí autori už teraz považujú génový silencing za najnovší nástroj prevencie 
intimálnej hyperplázie.     
Veľmi povzbudivé výsledky boli dosiahnuté pri pokusoch na žilových 
štepoch. Autori najprv hľadali správnu techniku transfekcie siRNA do tkaniva 
(žilový štep) ktorá by bola realizovateľná aj v podmienkach bežnej operačnej 
miestnosti. Skúšali 10-minútovú inkubáciu žilového štepu vo fyziologickom 
roztoku s obsahom siRNA pri normálnom tlaku okolia. Ďalšou možnosťou bola 
10-minútová inkubácia žilového štepu s fyziologickým roztokom obsahujúcim 
siRNA v tlakovej komore pri tlaku 1,4 ATM. Ako posledná bola skúmaná 
možnosť použitia techniky, pri ktorej sa uzatvorí jedna strana štepu a druhou je za 
pomoci injekčnej striekačky podávaný rovnaký roztok ako v predchádzajúcich 
prípadoch. Instilácia roztoku bola ukončená pri dosiahnutí tlaku 12O mmHg 
a inkubácia trvala opäť 10 minút. Molekuly siRNA boli namierené proti GADPH 
(glyceraldehyd 3-fosfát dehydrogenáza), MARCKS (myristoylated alanine-rich C 
kinase substrate) alebo TNFαR1 (tumor necrosis factor alpha receptor 1). 
Úspešnosť transfekcie siRNA v žilovej stene bola vizualizovaná pomocou IHC. 
Tá preukázala intracelulárnu prítomnosť siRNA vo všetkých vrstvách žilovej 
steny. Real time PCR (polymerázová reťazová reakcia) preukázala zníženie RNA 
pre GADPH o 74%, pre TNFαR1 o 46% a pre MARCKS o 52%.34 Ako 
najvhodnejší spôsob podania siRNA sa ukázala tlaková komora. Za hlavný 
všeobecný limitujúci faktor preventívneho nasadenia molekúl siRNA bol 
považovaný nevyriešený spôsob aplikácie. Zdá sa, že v prípade žilových štepov je 
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táto prekážka úspešne prekonaná a my veríme, že ďalšou optimalizáciou už 
existujúcich metód môžeme dospieť ku vzniku silného nástroja na prevenciu IH. 
Prvé povzbudivé výsledky sa začali objavovať len veľmi nedávno. 
Ukázalo sa, že pomocou siRNA sa dá znížiť produkcia ICAM1 (inter-cellular 
adhesion molecule - 1) a VCAM1 (vascular cell adhesion molecule - 1) molekúl 
v endotelových bunkách izolovaných z venózneho bypassu. Molekuly ICAM1 
a VCAM1 umožňovali adhéziu a následnú diapedézu leukocytov. Po 
preventívnom podaní siRNA sa leukocyty nemohli podieľať na aktivácií procesov 
vedúcich k tvorbe IH.35  
Ďalším príkladom preventívneho použitia siRNA je inhibícia 
proteosyntézy midkinu. Midkin je heparin – viažúci rastový faktor, ktorý bol len 
nedávno spojený s procesom patogenézy IH. Midkin-deficientné myši Mdk -/-, 
modelu arteriálnej restenózy, mali výrazne zníženú tendenciu ku tvorbe IH. 
Preventívne použitie siRNA viedlo v tomto prípade ku priaznivému 
signifikantnému zníženiu pomeru intima/média, množstva proliferujúcich buniek 
a množstva leukocytov.36  
Podobne povzbudivé výsledky prezentovali aj štúdie používajúce 
molekuly siRNA namierené proti CDH11 (cadherin 11/ osteoblast - cadherin). 
Protein CDH11 bol prvýkrát spojený s patogenézou IH až v roku 2007, a to 
skúmaním génovej expresie SMC v žilových štepoch. Následne bolo preukázané, 
že molekuly siRNA inhibujúce syntézu CDH11 v SMC znižujú mieru ich 
migrácie a proliferácie in vitro.37 CDH11 je pravdepodobne dôležitým proteínom 
pre vznik IH. Molekuly siRNA sa nám ponúkajú ako efektívny nástroj na 
reguláciu jeho expresie a teda aj prevenciu IH.  
MMP-2 (matrixmetaloproteináza 2 ) a MMP-9 (matrixmetaloproteináza 9) 
sú endopeptidázy ktoré umožňujú degradáciu makromolekulárnych komponentov 
extracelulárneho matrixu vrátane bazálnej membrány. MMP-2 a 9 majú dôležitú 
úlohu v patogenéze IH. Pomocou siRNA namierenej proti génom pre MMP-2 
a MMP-9 sa podarilo znížiť invazivitu SMC in vitro.38 Len pripomenieme, že 
SMC sú považované za ústredné bunky v patogenéze IH a zníženie ich invazivity 
by mohlo mať preventívny prínos. 
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 Po prvotných úspechoch po použití siRNA na prevenciu IH sa ponúkla 
nová otázka. Dajú sa molekuly siRNA namierené proti jednotlivým cieľovým 
génom kombinovať, a tak tlmiť syntézu niekoľkých proteínov súčasne? Niektoré 
predbežné štúdie na bunkových kultúrach preukázali, že kombinovanie molekúl 
siRNA je možné, a že účinok tejto zmesi je vyšší. Pre rozvoj preventívnej metódy 
založenej na RNA interferencii sa stáva dôležitou výzvou identifikácia génovej 
expresie SMC v ložisku IH.  
Limitujúcim faktorom použitia siRNA je 4-týždenný polčas rozpadu jej 
molekúl. So znižujúcim sa počtom molekúl oligoribonukleotidov sa znižuje aj 
efektivita interferencie. Preto nás zaujíma, ako je pozmenená génová expresia 
v bunkách intimálnej hyperplázie od prvého dňa po operácií do 8 týždňov po 
chirurgickom zákroku. 
 Willis et al., 2004 publikovali štúdiu, ktorá vyhodnocovala génovú 
expresiu buniek IH v rôznych časových obdobiach od jej vzniku pomocou 
génových čipov. Ako experimentálny model boli použití psí kríženci s 
interpozične implantovanými PTFE protézami na artérii carotis. Na siedmy, 
štrnásty, tridsiaty a šesťdesiaty deň po operácii im boli odobraté segmenty 
z oblasti distálnej anastomózy pre ďalšiu analýzu. Zistilo sa, že v týchto rôznych 
časových obdobiach bola génová expresia u 49 génov  zvýšená a u 37 génov 
znížená.  Výsledkom analýzy bolo konštatovanie, že 6 génov bolo permanentne 
zvýšene exprimovaných vo všetkých šiestich časových bodoch. Išlo napríklad 
o kolagén 1-alfa, kolagén 2-alfa, 80K-L proteín (MARCKS) a osteopontin. 
Spomedzi génov so zníženou expresiou môžeme spomenúť smoothelin.39 
Niektoré zo zvýšene exprimovaných génov už boli predmetom skúmania ako 
potencionálne kandidačné gény pre prevenciu IH pomocou siRNA molekúl. 
V snahe identifikovať ďalšie kandidačné gény pre prevenciu IH sme sa na základe 
niektorých predbežných výsledkov v našom laboratóriu rozhodli bližšie 
preskúmať vzťah proteínov trombospondínu a fibronektínu k IH. V nasledujúcom 
texte sa uvádzame niekoľko základných charakteristík týchto proteínov. 
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1.2.1 Trombospondín 1 
Rodina trombospondínov je skupina adhezívnych glykoproteínov, ktoré sú 
syntetizované a následne sekretované do extracelulárnej matrix rôznorodými 
bunkami, vrátane alfa granúl krvných doštičiek a endotelových buniek. 
Trombospondíny interagujú s množstvom krvných koagulačných faktorov, ale aj 
protizrážanlivých faktorov. 
Zaznamenalo so 5 rôznych foriem 
trombospondínu, trombospodín 1, -2, -
3, -4 a chrupavkový oligomerický 
proteín (cartilage oligomeric protein). 
Zúčastňujú sa mnohých procesov – 
bunkovej adhézie, agregácie krvných 
doštičiek, bunkovej proliferácie, 
angiogenézy, metastázovania nádorov, 
rastu buniek hladkého svalu 
a regenerácie tkanív.40  
Obrázok 1: Trombospondín, zdroj: http://wikipedia.org  
Trombospondín – 1 (TSP-1) bol po prvýkrát izolovaný z krvných 
doštičiek, ktoré boli stimulované trombínom. Niektorí ho preto nazývajú 
trombínsenzitívny proteín. Od jeho prvotného rozpoznania bolo identifikovaných 
mnoho biologických dejov, na ktorých sa podieľal aj TSP-1. Ako príklad môžeme 
uviesť angiogenézu, apoptózu, aktiváciu TGF-beta a reguláciu imunitných dejov. 
U TSP-1 sa teda jedná o multifunkčný proteín. Rozpoznávajú ho mnohé 
receptory, medzi ktoré patrí aj CD36 (cluster of differentiation 36), CD47 (cluster 
of differentiation 47) a osobitný význam má integrin. TSP-1 pôsobí ako inhibítor 
angiogenézy väzbou na CD36, čím inhibuje proliferáciu a migráciu endotelových 
buniek. Inhibujúce peptidy a fragmenty TSP-1  sa viažu na CD36, čo vedie 
k expresii FAS ligandu (fasl), ktorý aktivuje expresiu Fas. Toto vedie ku aktivácii 
kaspáz a apoptóze bunky.41  
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1.2.2 Fibronektín 
Fibronektín (FN) je glykoproteín s vysokou molekulárnou hmotnosťou, 
obsahujúci asi 5 % uhľovodíkov, ktoré sa viažu na integríny - membránové 
receptorové proteíny. Okrem integrínov sa viažu molekuly FN aj na komponenty 
extracelulárnej matrix, ako je kolagén, fibrín a heparansulfát.42 
Fibronektín sa vo svojej solubilnej forme, ktorá pozostáva z dvoch 250 
kDa podjednotiek viazaných disulfidovou väzbou, nachádza v krvnej plazme. 
Plazmatický FN je tvorený v bunkách pečene – hepatocytoch. Nerozpustná forma, 
ktorá sa kedysi nazývala chladný nerozpustný globulín, je veľký komplex 
navzájom prekrížených podjednotiek. Existuje niekoľko izoforiem FN, pričom 
všetky sú produktom jediného génu. Štruktúra týchto izoforiem pozostáva z troch 
opakujúcich sa vnútorných oblastí, nazývaných I, II a III, vykazujúcich rôzne 
dĺžky a rôzne prítomnosti alebo absencie disulfidových väzieb. Alternatívny 
zostrih pre-mRNA vedie ku kombinácii týchto troch druhov oblastí, ale aj 
ku variabilnej oblasti.43 Fibronektín sa podieľa na procese hojenia rany a môže 
byť použitý aj ako terapeutická látka. 
Je aj jedným z mála proteínov, 
ktorých tvorba s vekom rastie, a to 
bez akéhokoľvek nadväzujúceho 
chorobného stavu. Fibronektín sa 
nachádza aj v normálnych ľudských 
slinách. Napomáha prevencii  
kolonizácie ústnej dutiny a faryngu 
potencionálne patogénnymi 
baktériami.43 
Obrázok 2: Fibronektín, zdroj: http://wikipedia.org 
Fibronektín  sa podieľa na rozvoji niekorých typov zhubných nádorov.44 
U karcinómov pľúc, predovšetkým u malobunkovej formy, je zvýšená expresia 
génu pre FN. Adhézia karcinómových buniek na fibronektín stupňuje 
tumorogenicitu a prehlbuje rezistenciu na apoptózu indukovanú štandardnými 
chemoterapeutikami. Preukázalo sa, že fibronektín stimuluje fosfatidylinozitol 3-
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kinázu, ktorá kontroluje expresiu cyklínu D a príbuzných génov 
spolupodieľajúcich sa na kontrole bunkového cyklu. To naznačuje, že FN 
napomáha rastu a prežívaniu pľúcneho tumoru, ako i odolnosti voči liečbe a môže 
predstavovať ďalší cieľ  vývoja nových protinádorových látok. 
Fibronektín pozostáva z dvoch podobných polypeptidových reťazcov 
približne tridsiatich modulov. Tieto polypeptidové reťazce sú prepojené 
disulfidovými väzbami a sú zložené do lineárnej série 5 až 6 funkčných jednotiek. 
Tieto jednotky obsahujú miesta pre interakciu s inými extracelulárnymi 
komponentami alebo molekulami na povrchu buniek. 
Pomerne významnú úlohu FN v ľudskom organizme tvorí jeho funkcia 
„sprievodcu“ na migračných dráhach pri vývoji cicavcov, hlavne pri neurálnej 
lište (ektodermové bunky, z ktorých vznikajú pigmentové bunky kože, ako aj 
niektoré kosti lebky). Fibronektín pomáha udržiavať tvar buniek zoradením 
a organizovaním cytoskeletu za pomoci bunkových receptorov. Pomáha 
stabilizovať pripojenie extracelulárnej matrix na bunky, slúžiace ako miesto väzby 
pre receptory na povrchu buniek. Fibronektín má väzbové miesta aj pre iné 
komponenty extracelulárnej matrix.43 
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2. Ciele 
Základným cieľom tento práce je zhrnúť aktuálne poznatky o IH a jej 
vzniku a poukázať na najnovšie možnosti prevencie tohto patologického procesu. 
Nemenej dôležitým cieľom je zamyslenie sa nad možnosťou použitia molekúl 
siRNA ako preventívnej metódy chrániacej pred vznikom IH a identifikovať 
proteiny ktoré su zvýšene prítomné v ložisku IH v dobe účinnosti siRNA molekúl. 
Špecifické ciele: 
1. Imunohistochemicky preukázať prítomnosť proteínov TSP-1 a FN 
v experimentálnom ložisku IH. 
2. Mikroskopicky sledovať vývoj experimentálneho ložiska IH v čase 
a imunohistochemicky monitorovať expresiu TSP-1 a FN v 7., 14., 30. 
a 60. deň od vzniku IH. 
3. Vyhodnotiť namerané dáta a zvážiť možnosť použitia TSP-1 a FN ako cieľ 
pre siRNA inhibíciu.  
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3. Materiál a metódy  
Naša štúdia je založená na použití zaužívaného modelu skúmania cievnych 
bypassov na psích krížencoch. Používali sme bilaterálne interpozičné PTFE 
implantáty na arteria carotis. Pes ako experimentálne zviera je dlhodobo 
používaný model predovšetkým vďaka mimoriadne podobným príčinám 
a mechanizmom zlyhávania a spôsobom hojenia ako u ľudí. 
PTFE protézy boli explantované  1., 7., 14., 30. a 60. deň po operácii. 
V každom termíne sa operovali tri zvieratá. Experimentálnym tkanivom bola 
distálna anastomóza a ako kontrolné tkanivo bol použitý segment cievy 
proximálne od anastomózy. 
Vzorky sme spracovali a vykonali sme imunohistochemické farbenie za 
účelom kvalitatívneho stanovenia expresie proteínov v mieste anastomózy. 
Vzorky tkanív boli zapustené do Tissue – Tek O.C.T. (Optimal Cutting 
Temperature), a potom rýchlo zmrazené tekutým dusíkom. Vzorky boli následne 
pomocou kryostatu narezané na hrúbku 10µm, nafarbené hematoxylínom 
a eozínom a podrobené rutinnej histologickej analýze. Pri spracovaní vzoriek na 
imunohistochémiu sme použili myšacie monoklonálne protilátky na 
trombospondín (A6.1; 1 : 50; Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) a na 
fibronektín 1 (1 : 400; Abcam Inc., Cambridge, MA, USA). Boli aplikované na 
preparáty, používajúc DAKO ARK (Animal Research Kit) na primárne myšacie 
protilátky (DAKO Corp., Carpinteria, CA).  Primárna protilátka bola 
biotynilovaná pomocou protimyšacieho Fab  imunoglobulínu, a ako blokujúci 
činiteľ boli pridané protilátky z normálneho myšacieho séra. Tento roztok bol 
aplikovaný na vzorky tkaniva a prebehla inkubácia pri izbovej teplote po dobu 30 
minút. Nasledovala inkubácia preparátov streptavidin-peroxidázou a neskôr sme 
pridali DAB s farbivom. Preparáty boli pre lepší kontrast nafarbené 
hematoxylinom. Hodnotenie a digitalizácia snímkov prebehla na mikroskope 
Nikon Eclipse 80i. Používali sme softvér SPOT FLEX Diagnostic Instruments int. 
v nastavení full chip a correct color technology.  
 29
4. Výsledky 
Výsledkom našich experimentov boli mikroskopické preparáty zobrazujúce 
miesto anastomózy v jednotlivých časových bodoch od dňa operácie. Nasledujúce 
obrázky zobrazujú ložisko IH farbené pomocou IHC. Na obrázkoch môžeme 
vidieť lumen artérie v mieste anastomózy, PTFE protézu, jednotlivé vrstvy 
pôvodnej artérie a vznikajúcu IH. Hnedé sfarbenie signalizuje prítomnosť 
skúmaného proteínu v danom mieste. U žiadneho z obrázkov nechýba popis 
a nález na kontrolnej artérií. Obrázky sú radené chronologicky. 
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4.1 IHC na trombospondín – 1 
Obr 3 a 4: distálna anastomóza 7. deň; kontrolná artéria 
Obrázok 3 zachycuje distálny 
anastomotický segment arterie carotis a PTFE 
implantátu po 7. dňoch od operačného zákroku. 
Vzorka s ložiskom intimálnej hyperplázie bola 
imunohistochemicky nafarbená na prítomnosť 
trombospondínu 1. IHC nepotvrdila prítomnosť 
TSP-1 v ložisku intimálnej hyperplázie a na 
preparáte sú pravdepodobne prítomné artefakty 
vo forme drobných hnedých škvŕn. IHC kontrolnej artérie na TSP-1 bola 
negatívna (obr. 4). 
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Obr.5 a 6: distálna anastomóza 14. deň; kontrolná artéria 
Na obrázku č.5 vidíme opäť distálny 
anastomotický segment artérie carotis a PTFE 
graftu, tentokrát ale po 14 dňoch od implantácie. 
Na snímke vidíme značný rozvoj ložiska 
intimálnej hyperplázie, ktorá zasahuje už aj do 
oblasti cievnej protézy a pokrýva jej luminálny 
povrch. Snímka bola nafarbená pomocou IHC 
metód na prítomnosť trombospondínu. Pozitívne 
zafarbenie signalizuje prítomnosť TSP-1 v ložisku intimálnej hyperplázie. IHC 
kontrolnej artérie na prítomnosť TSP-1 bola negatívna (obr. 6). 
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 Obr.7 a 8: distálna anastomóza 30. deň; kontrolná artéria 
Na obrázku č. 7 vidíme opäť miesto 
anastomózy PTFE protézy a artérie carotis po 30 
dňoch od operácie. Ložisko intimálnej 
hyperplázie sa naďalej zväčšuje. IHC farbenie  
potvrdilo prítomnosť TSP-1. Zaujala nás 
distribúcia farbiva, ktorá má dve maximá. Prvé 
zasahuje bunky blízko lumen, druhé bunky 
blízko PTFE graftu a pôvodnej intimy artérie. 
Medzi jednotlivými oblasťami je pás jemného zosvetlenia. IHC kontrolnej artérie 
bolo negatívne (obr. 8).   
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 Obr.9 a 10: distálna anastomóza 60. deň; kontrolná artéria 
Posledný obrázok z tejto série, č. 9, 
zachycuje oblasť nášho záujmu 60 dní od 
implantácie cievnej protézy. Rast intimálnej 
hyperplázie sa výrazne spomalil a oproti vzorke 
z 30. dňa je vidno iba minimálny rozvoj. 
Zaujímavé je nezafarbenie ložiska intimálnej 
hyperplázie nasadajúcej na artériu, pričom IH na 
luminálnej strane PTFE protézy stále má 
pozitívne farbenie TSP-1. IHC kontrolnej artérie bolo negatívne (obr. 10). 
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4.2 IHC na fibronektín 
 Obr.11 a 12: distálna anastomóza 7. deň; kontrolná artéria  
Obr.č. 11 zobrazuje miesto 
experimentálnej anastomózy 7 dní od 
operačného výkonu. Preparát bol 
imunohistochemicky nafarbený na prítomnosť 
fibronektínu.  Intenzita zafarbenia je veľmi 
vysoká a nie je obmedzená iba na ložisko 
intimálnej hyperplázie. Kontrolná artéria mala 
mierne pozitívne sfarbenie oblasti medzi 
médiou a tunica adventitia (obr. 
12).
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Obr.13 a 14: distálna anastomóza 14. deň; kontrolná artéria 
Obr. č. 13 zobrazuje miesto 
experimentálnej anastomózy 14 dní od 
implantácie protézy. Ložisko intimálnej 
hyperplázie zasahuje aj na oblasť luminálneho 
povrchu PTFE implantátu. Je viditeľné 
intenzívne sfarbenie ložiska intimálnej 
hyperplázie. Zmenou oproti obrazu v siedmom 
dni je vyblednutie médie artérie podieľajúcej sa 
na anastomóze. IHC kontrolnej artérie preukázalo pozitívne sfarbenie oblasti na 
rozhraní médie a advenície (obr. 
14).
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 Obr.15 a 16: distálna anastomóza 30. deň; kontrolná artéria 
Na obr.č. 15 opäť vidíme pozitívne 
sfarbenie ložiska IH pri IHC farbení na 
prítomnosť fibronektínu. Lézia je oproti stavu 
v 14. dni rozsiahlejšia. IHC kontrolnej artérie je 
bez pozitívneho zafarbenia (obr. 16). 
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 Obr.17 a 18: distálna anastomóza 60. deň; kontrolná artéria  
Obrázok č. 17 zobrazuje rozsiahle 
ložisko IH v oblasti anastomózy. IHC 
preukázala prítomnosť fibronektínu v tenkom 
pruhu intimy a subintimálnej zóny intimálnej 
hyperplázie. Média a veľká časť IH už 
nevykazuje známky pozitívneho sfarbenia tak, 
ako sme to mohli vidieť na predchádzajúcom 
preparáte. Zaujalo nás pozitívne IHC farbenie 
tkaniva obklopujúceho PTFE implantát z jeho vonkajšej strany.  IHC kontrolnej 
artérie bolo bez pozitívneho zafarbenia (obr. 18).  
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  Pomocou imunohistochemických metód sa nám v experimente na psích 
modeloch podarilo preukázať prítomnosť trombospondínu 1 a fibronektínu 
v oblasti anastomózy PTFE protézy a artéria carotis. IHC kontrolných artérií vo 
väčšine prípadov nepreukázalo pozitívne sfarbenie. Z toho môžeme usudzovať, že 
ako trombospondín, tak aj fibronektín sa spolupodieľajú na vzniku a tvorbe IH, 
a preto by mohli byť vhodnými génmi pre siRNA silencing. Výsledky IHC však 
mali aj niekoľko prekvapení. Rast intimálnej hyperplázie nebol rovnomerný. Na 
väčšine obrázkov bol rozdiel medzi vrstvou IH nachádzajúcej sa na artérií a na 
PTFE implantáte. Cievna protéza predstavuje cudzorodý materiál, a tak môžeme 
predpokladať zvýšenú prítomnosť buniek imunitného systému v jeho okolí, čo 
môže ovplyvniť rozvoj IH. Zaujímavé boli výsledky sledovania distribúcie IHC 
farbenia. S trochou nadsádzky môžeme povedať, že pozitívne sfarbenie IHC 
preparátov sa objavovalo neskôr a pretrvávalo dlhšie v ložisku IH lokalizovanom 
na luminálnom povrchu PTFE graftu, než na ložisku na artérií. Ako vysvetlenie sa 
nám ponúka fakt, že IH primárne vzniká premenou kontraktilných buniek 
hladkého svalu v médii artérie – pozri obr. č.3. Ložisko IH lokalizované na PTFE 
implantáte teda vzniká s istým časovým posunom, a je teda možné, že intenzita 
rastu alebo prebiehajúce procesy sú tiež oneskorené. Ako prínosné hodnotíme 
mikroskopické pozorovanie zmien periimplantačnej kapsuly. Je to tkanivo, ktoré 
sa postupne vytvára na vonkajšom povrchu PTFE implantátu. Keďže nemôže byť 
príčinou zlyhania cievnej protézy, doposiaľ sa mu nevenovala náležitá pozornosť, 
a do dnešného dňa sa o tomto tkanive takmer nič nevie. Nám sa podarila 
preukázať prítomnosť TSP-1 ako aj fibronektínu v tomto tkanive a istá analógia 
s intimálnou hyperpláziou je teda pravdepodobná. Ako však môže vzniknúť 
ložisko intimálnej hyperplázie mimo lumen, a teda aj mimo pôsobenia rizikových 
faktorov vzniku – porušenej hemodynamiky alebo prítomnosti trombocytov nie je 
zatiaľ preskúmané. Je možné, že tu istú rolu môže zohrať neúplná tesnosť protézy 
v čase implantácie, ako aj cudzorodosť PTFE materiálu pre organizmus. Môžeme 
položiť otázku, či sa nami získané dáta dajú zovšeobecniť a netýkajú sa iba 
anastomotickej IH, ale aj IH ktorá vzniká napríklad v žilovom štepe, alebo po 
angioplastike. IH vznikajúca na PTFE grafte vzniká na cudzorodom materiáli, 
a teda je pravdepodobná zvýšená prítomnosť imunitnej zložky, ktorá by mohla 
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spôsobiť isté odlišnosti. Pre lepšiu orientáciu sme sa teda rozhodli použiť IHC 
farbenie aj na vzorky použitých venóznych bypassov. Výsledky preukázali 
zvýšenú prítomnosť THS-1 a fibronektínu. Keďže nešlo o systematickú 
histologickú štúdiu, sú výsledky iba orientačného charakteru. Napriek tomu si 
myslíme, že ako trombospondín, tak aj fibronektín sú proteínmi prítomnými vo 
všetkých ložiskách intimálnej hyperplázie v období ich vzniku, a tak predstavujú 
výborné ciele pre možnú genetickú intervenciu, a teda aj účinnú prevenciu tejto 
závažnej komplikácie všetkých arteriálnych intervencií.        
 40
5. Diskusia 
  V našej práci sme ponúkli niekoľko možností, akým smerom by sa mohla 
uberať prevencia IH. Od prvých povzbudivých výsledkov nameraných 
v podmienkach laboratória do úspešnej implementácie preventívnej metódy 
v klinickej praxi je veľmi dlhá cesta. Ak je podstatou metódy génový transfer, 
ktorý je ešte stále mnohými považovaný za nebezpečný alebo neetický, je koniec 
tejto cesty takmer v nedohľadne. Za základné vlastnosti, ktoré by mala mať 
úspešná preventívna metóda, považujeme účinnosť, bezpečnosť, dostupnosť, 
finančnú nenáročnosť a jednoduchosť. Bude raz prevencia IH pomocou molekúl 
siRNA spĺňať tieto náročné kritéria a stane sa bežne používanou, alebo skončí 
v slepej uličke spolu s inými neúspešnými konceptmi? Skúsme si spolu 
odpovedať na tieto otázky. 
 Ako prvú si na mušku zoberieme použiteľnosť génovej terapie v klinickej 
praxi. Väčšina úspešných génových transferov prebehla na malých 
experimentálnych zvieratách. Dostupnosť techník nutných k týmto úkonom 
v cievnej lokalizácií sa datuje do roku 1989. Odvtedy už prešla dlhá doba, ale 
doteraz je v USA registrovaný iba jeden liek, ktorého preventívny účinok na vznik 
IH spočíva v génovom transfere. Bol použitý v niekoľkých klinických štúdiách, 
a to predovšetkým na pacientoch podstupujúcich implantáciu žilového štepu 
v koronárnej lokalizácií. Jeho podanie vyžadovalo vonkajšiu manipuláciu a žilový 
štep musel byť umiestnený v špeciálnom aplikátori. Prvé výsledky ukázali 
bezpečnosť tohto liečiva a dobrú toleranciu zo strany pacientov.45 Nasledujúci 
krok bolo preukázanie účinnosti tejto preventívnej metódy. To sa skutočne 
podarilo a v skupine ošetrenej decoy oligonukleotidom, ktorý sa viazal na rastový 
faktor E2F, bolo riziko zlyhania štepu po roku od operácie 27%, pričom u kontrol 
bolo toto riziko 38%.46 Štúdia pokračuje ďalej a čaká sa ako sa bude meniť riziko 
zlyhania žilového štepu s pribúdajúcimi rokmi. Metóda génového transferu už 
prekročila hranice experimentu a je na dobrej ceste stať sa pomocníkom pri 
prevencii IH. Môžeme predpokladať podobný úspech pri použití siRNA molekúl, 
ktoré tiež na svoj účinok využívajú mechanizmus RNA interferencie?  
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Neustále sa zvyšuje množstvo prác, ktoré dokazujú bezpečnosť podania 
siRNA u malých zvierat, ale zatiaľ nemáme dosť poznatkov na to, aby sme 
zhodnotili bezpečnosť u väčších zvierat a ľudí. Ďalším problémom sa zdá byť 
obmedzená životnosť molekúl siRNA a ich nízka odolnosť voči nukleázam. Dĺžka 
účinku je u pomaly sa deliacich buniek predpokladaná na niekoľko týždňov. 
U rýchlo proliferujúcich buniek je predpokladaná dĺžka účinku iba niekoľko dní, 
a to hlavne kvôli klesaniu hladiny siRNA po každom bunkovom delení.47 
Môžeme trochu zaváhať pri rozhodovaní, či je v prípade IH niekoľko týždňov 
modulácie génovej expresie dostatočne dlhá doba na kompletnú prevenciu vzniku 
tohto ochorenia. Pri nutnosti dlhodobej inhibície by potom bolo treba podanie 
siRNA opakovať. To by pri súčasne používanej technike zavádzania siRNA do 
žilového štepu znamenalo reoperáciu. To je neprijateľné riešenie aj pre 
najzarytejších zástancov tejto technológie. Ak by sa ukázalo, že pre zachovanie 
funkčnej životnosti je nutná dlhodobá modulácia génovej expresie v ložisku IH, 
bolo by vhodnejšie použiť vírusové vektory. Tie však majú oproti siRNA 
niekoľko nevýhod. Uvádza sa zvýšené riziko onkogenézy, rekombinácie 
s endogénnymi retrovírusmi a toxicity spôsobenej imunitnou a zápalovou 
reakciou. Ďalším problémom pri použití vírusových vektorov je občasná indukcia 
nežiadúcej interferónovej odpovede. Tá zapríčiní celkový útlm translácie mRNA, 
a teda nežiadúcu nešpecifickú reakciu. Naopak, použitie siRNA obchádza 
problém vzniku imunitnej odozvy na proteíny exprimované z použitého 
vírusového vektoru. Veľa sa diskutovalo o možnosti podať molekuly siRNA 
intravenózne. Výhodou by bola možnosť opakovaného lokálneho podávania 
týchto molekúl pomocou rôznych katétrových metód. Tu však narážame na 
niekoľko problémov. Prvým je bezpečnosť intravenózneho podávania siRNA. 
Predpokladá sa pomerne veľká bezpečnosť, ale chýba dostatok dôkazov na 
podloženie tohto predpokladu. Ďalším problémom je krátka životnosť molekúl 
siRNA v krvnom riečisku. Tá neprekračuje hranicu niekoľkých minút. Objavujú 
sa však správy o možnej úprave siRNA molekúl do podoby odolnej voči sérovým 
RNázam,a to bez ujmy na jej biologickej funkcii. Ďalším problémom je veľmi 
nízka miera vychytávania molekúl siRNA cieľovými bunkami. Ako riešenie sa 
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ponúka naviazanie molekúl siRNA na špecifické protilátky, alebo ich asociácia 
s lipidovými komplexmi alebo lipozómami. 
Hoci pôvodné štúdie o siRNA silencingu predpovedali exkluzívnu 
špecificitu génovej modulácie, nedávno sa objavili správy spochybňujúce túto 
pôvodnú predstavu.48 Potencionálna toxicita môže byť spôsobená neúmyselnou 
interferenciou s molekulami mRNA s parciálnou homológiou. Tento jav však 
môže byť v určitej situácií nápomocný a môže potenciovať účinnosť génovej 
modulácie.   
V predchádzajúcom texte sme poukázali na niekoľko možných prekážok 
a otázok súvisiacich s možným použitím siRNA pri prevencii IH. Jedine 
usilovným vedeckým bádaním sa nám môže podariť nájsť ich riešenie.     
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Záver   
Hlavnou úlohou našej práce bolo poukázať na možnosť prevencie 
intimálnej hyperplázie pomocou nových metód génovej intervencie 
a identifikovať vhodné kandidačné gény pre takýto postup. Pomocou 
imunohistochémie sa nám podarilo preukázať zvýšenú prítomnosť 
trombospondínu 1 a fibronektínu v ložisku intimálnej hyperplázie v porovnaní 
s kontrolami, a to v období plnej reverzibility vznikajúcej lézie. Dúfame, že týmto 
objavom sme sa priblížili aspoň o krôčik bližšie k účinnej prevencii intimálnej 
hyperplázie, ktorá je najzávažnejšou dlhodobou komplikáciou arteriálnych 
intervencií. 
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Súhrn  
Intimálna hyperplázia je patologický proces, vznikajúci ako odpoveď 
cievy na jej poškodenie. Intimálna hyperplázia však vzniká takmer po všetkých 
terapeutických intervenciách v arteriálnom systéme a je na prvom mieste 
v dlhodobých príčinách zlyhania napr. venóznych bypassov, cievnych protéz, 
stentov ako aj arterio-venóznych skratov nutných pre dialýzu. Všetci pacienti, 
trpiaci na ischemickú chorobu srdca, ischemickú chorobu dolných končatín a 
izolovanými stenózami, sú po invazívnom terapeutickom zásahu ohrození 
vznikom intimálnej hyperplázie, ktorá veľmi často znamená nutnosť reoperácie 
alebo riziko úmrtia. Intimálna hyperplázia teda ohrozuje veľkú skupinu pacientov 
a zároveň predstavuje aj značné nákladové bremeno pre náš zdravotný systém. 
Predovšetkým objav účinnej prevencie a terapie tejto patologickej reakcie 
organizmu by zvýšil dlhodobú prognózu mnohých chorých a minimalizovala by 
sa nutnosť nákladnej opakovanej terapeutickej intervencie. Žiaden z doteraz 
navrhnutých postupov, ako predísť vzniku intimálnej hyperplázie, sa nedostal do 
rutinného klinického použitia, a tak toto špecifické ochorenie zostáva už viac ako 
100 rokov od svojho objavenia výzvou pre vedcov na celom svete. My vidíme 
možnosť prevencie vzniku intimálnej hyperplázie v kombinácií špecifických 
chirurgických postupov s moderným prístupom génovej terapie. Operačná 
technika nám zabezpečí otvorený prístup k ohrozenej cieve a lokálna génová 
terapia, ktorá už v mnohých experimentoch preukázala svoju funkčnosť 
a opodstatnenosť, nám pomôže eliminovať gény, ktoré sa naviac podieľajú na 
vzniku intimálnej hyperplázie. Intimálna hyperplázia je však patologický proces, 
ktorý má mnoho predpokladaných príčin a spúšťačov. Nám sa pomocou 
imunohistochémie podarilo preukázať zvýšenú prítomnosť proteínov 
trombospondínu - 1 a fibronektínu v ložiskách anastomotickej intimálnej 
hyperplázie oproti kontrolám. Zvýšená prítomnosť týchto génových produktov 
bola zaznamenaná v dobe plnej reverzibility lézie, ktorá sa súčasne prekrývala 
s dobou, kedy má génová terapia značný účinok. Preto veríme, že sa nám podarilo 
nájsť gény, ktorých  produkty hrajú dôležitú úlohu pri vzniku intimálnej 
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hyperplázie. Dúfame, že sme naším objavom aspoň trochu rozšírili vedomosti o 
procese intimálnej hyperplázie, a že výsledky našej práce raz budú využité na 
účinnú prevenciu  tohto závažného patologického procesu.    
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Summary 
Intimal hyperplasia is a pathologic process of intimal thickening which 
occurs after vessel injury. This means that intimal hyperplasia develops almost 
after every therapeutic intervention in arterial circulation and thus represents one 
of the leading causes in long term failure of veingraft bypasses, vascular grafts, 
stents and AV shunts for dialysis. Patients suffering from myocardial ischemia, 
ischemic disease of lower limbs or isolated stenosis are in high risk of intimal 
hyperplasia developement. Development of this pathological process is the 
leading cause of therapy failure representing a heavy burden for any healthcare 
system. It is also associated with higher mortality rates. The discovery of effective 
prevention would increase the longterm prognosis of suffering patients and lower 
the number of expensive multiple reoperation procedures. So far, none of the 
suggested approaches how to prevent development of intimal hyperplasia is 
routinely applied in clinical praxis. Intimal hyperplasia, more than hundred years 
from its dicovery, remains a challenge for scientists and researchers all over the 
world. We see a way how to prevent intimal hyperplasia in combinig special 
surgical operative techniqes with modern approaches of gene therapy. Open 
surgical approach to the vessel of our interest in combination with in many 
experiments used and well established local gene therapy will help us silence 
genes involved in intimal hyperplasia formation.  
Pathologic process of intimal thickening has several suspected reasons and 
triggers. Using immunohistochemistry, we managed to prove an increased amount 
of thrombospondin - 1 and fibronectin proteins in centres of anastomic intimal 
hyperplasia compared to control artery. An increased presence of these gene 
products was recognized in the period of full reversibility of the lesion 
overlapping the duration of effective gene therapy. That is the reason why we 
believe that we have found genes playing an important role in the rise of intimal 
hyperplasia. We hope that with this discovery we at least helped to broaden the 
knowledge of the process of intimal hyperplasia and that the results of our  
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research will possibly be in future used for effective prevention of this severe 
pathologic process. 
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